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“There are naive questions, tedious questions, ill-phrased questions, questions put after 
inadequate self-criticism. But every question is a cry to understand the world. There is 
no such thing as a dumb question.” 




 Sou profundamente grata a todos que me auxiliaram durante o desenvolvimento 
deste trabalho, tanto através de ensinamentos em laboratório quanto de palavras de 
incentivo. 
 Primeiramente agradeço os principais responsáveis por tornar tudo isso possível, 
meus pais Nadir e Oneida, que mantiveram desde sempre os meus interesses acima dos 
seus próprios, compartilharam e compartilham dos meus sonhos, estão sempre prontos 
para me amparar e permitem que eu siga em busca dos meus objetivos. Agradeço 
também a meu irmão Gabriel que me inspira constantemente a me tornar uma melhor.  
 Não posso descrever o quão grata sou por tudo que aprendi nestes últimos anos 
sob orientação da Dra. Florencia Barbé-Tuana, cujas conduta ética e moral, competência 
e empolgação admiro enormemente. Obrigada por toda a atenção e confiança e por ter 
lidado com minhas inseguranças com uma calma estoica e bom humor. 
Serei eternamente grata a professora Dra. Fátima, coorientadora deste trabalho, 
que abriu as portas da pesquisa na minha vida quando me aceitou como aluna de 
iniciação científica e me permitiu vivenciar as experiências mais enriquecedoras da 
minha formação. 
Agradeço a todas as minhas colegas e meus colegas do laboratório 21, com quem 
passei horas dos últimos anos discutindo sobre “a vida, o universo e tudo o mais” e que 
tem sido essenciais para meu enriquecimento pessoal e profissional. Obrigada Mari Ilha, 
Ketlen, Cleverson, Babi e Fran e Leo (cujos corações permanecem no 21). Agradeço em 
especial o grupo dos telômeros, que me aceitou de braços abertos, à Mari Parisi e Lucas 
Grun por toda a paciência, tempo e confiança – nunca poderei agradecer o suficiente 
por tudo o que aprendi com vocês, ao Nevton por toda energia que sempre traz ao 
6 
 
laboratório e ao Vinícius, que entrou recentemente para o grupo e ainda assim me 
ajudou quando não pude estar presente. 
Agradeço a todos meus amigos fora do laboratório, Gisele, Joice, Amanda e 
Meline por toda troca e paciência ao longo da graduação e da vida e principalmente à 
Daiana por me ensinar tanto sobre empatia. 
Agradeço aos componentes da banca, Eduardo C. Filippi-Chiela e Lucas K. Grun 
pela disponibilidade e interesse em avaliar este trabalho. 
Finalmente, obrigada a UFRGS pela estrutura que permitiu que eu expandisse 
minha formação para além da sala de aula e à Pró-Pesq e órgãos de pesquisa CAPES, 


















O envelhecimento e a senescência celular são caracterizados pela perda de 
homeostase e aumento da vulnerabilidade do organismo. A obesidade tem sido 
associada ao envelhecimento precoce, o qual parece estar relacionado ao acúmulo de 
células senescentes e a um perfil pró-inflamatório, pró-oxidativo e genotóxico. Assim, 
nosso objetivo foi investigar parâmetros de imunosenescência e de inflamação em 
células mononucleares de sangue periférico intactas quando expostas ao plasma de 
indivíduos portadores de obesidade. Para isso, utilizamos células mononucleares de um 
doador não relacionado incubadas com meio RPMI 1640 contendo 10% de plasma de 
indivíduos controle (n=9) ou portadores de obesidade (n=9) por 4 ou 24 horas. 
Avaliamos parâmetros de viabilidade celular (ensaio MTT), morfometria nuclear (NMA), 
secreção de citocinas, expressão gênica de p21CIP1 e imunosenescência de linfócitos T 
auxiliares (CD4+) e citotóxicos (CD8+) após 24 horas e 120 horas de cultura. Nossos 
resultados demonstram uma redução na viabilidade das células mononucleares 
incubadas com o plasma de indivíduos portadores de obesidade após 24 e 120 horas. 
Entretanto, não observamos diferença em relação à morfometria nuclear, a qual reflete 
parâmetros de apoptose e senescência. Após 120 horas de incubação posteriores as 4h 
de exposição ao plasma de pacientes obesos, observamos um perfil secretor pró-
inflamatório (IL-1β, IL-8 e TNF-α) aumentado. Após 24h de exposição ao plasma, além 
do aumento de IL-6, IL-1β e IL-8, observamos maior expressão da citocina anti-
inflamatória IL-10. Essa transformação foi acompanhada pela modulação dos linfócitos 
T, CD4+ e CD8+ para o perfil imunosenescente. Nossos resultados salientam o potencial 
de imunomodulação de células mononucleares pelo plasma de pacientes com 
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1.1 Envelhecimento e senescência celular 
O envelhecimento é caracterizado pela perda progressiva de homeostase e 
acarreta no comprometimento de funções essenciais à sobrevivência, aumentando a 
vulnerabilidade do organismo. O acúmulo de danos celulares em níveis diversos é hoje 
considerado a principal causa de envelhecimento e decorre de um processo 
multifatorial sobre o qual atuam tanto fatores externos, ambientais e sociais assim como 
fatores internos, genéticos e biológicos [1].  
Algumas doenças crônicas como obesidade, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), 
doença cardiovascular (CVD), Alzheimer (AD) e alguns tipos de câncer [2, 3, 4] têm sido 
associadas com o envelhecimento precoce do indivíduo. Trabalhos recentes têm 
apontado uma correlação negativa entre obesidade e o comprimento telomérico (um 
biomarcador de envelhecimento) em células brancas do sangue [5, 6], um forte indício 
de envelhecimento celular precoce nesses pacientes. 
A nível celular, a senescência pode ser definida como uma parada permanente 
de ciclo celular em células proliferativas, acompanhada por alterações no secretoma e 
na morfologia da célula. Embora nos indivíduos adultos seja majoritariamente associada 
com a parada da capacidade replicativa, a senescência celular é um mecanismo de 
grande importância para manutenção da homeostase tecidual tanto na fase 
embrionária, onde existe um mecanismo ativo de remodelação tecidual [7], quanto na 
fase adulta, onde atua como um mecanismo ativo anti-tumoral promovendo a remoção 
de células com alta taxa de dano ao DNA ou potencialmente oncogênicas. Porém, a 
eficiência desse mecanismo de remoção depende da função das células do sistema 
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imune inato, principalmente monócitos e macrófagos, os quais eliminam as células 
senescentes afim de não comprometer a função tecidual [1]. 
Com o envelhecimento fisiológico, no entanto, há diminuição na capacidade do 
organismo em promover uma resposta imune efetiva devido à perda de função das 
células do sistema imune, as quais também podem se tornar senescentes - ou 
imunosenescentes [8]. Entretanto, em condições patológicas como a obesidade, onde 
se observa um perfil de inflamação sistêmico crônica de baixo grau resultante de um 
desbalanço entre vias pró e anti-inflamatórias [9] e estresse oxidativo, a senescência 
pode ser induzida de forma precoce e mais abruptamente. Esse fenótipo tem sido 
denominado inflammaging [10, 11].  
A inflamação associada ao envelhecimento é multifatorial, mas pode ser 
relacionada ao acúmulo de dano tecidual, à ineficiência do sistema imune na remoção 
de patógenos e de células disfuncionais, resposta inflamatória descontrolada, ao 
secretoma com perfil pró-inflamatório das células senescentes, entre outros fatores [1]. 
Enquanto o desbalanço pró-inflamatório sistêmico leva as células do sistema imune a 
entrar no estado senescente, estas células passam a produzir ainda mais citocinas pró-
inflamatórias, acarretando em um sistema que se retroalimenta positivamente. 
A imunosenescência se caracteriza por deficiência na produção (hematopoiese), 
maturação e função de células B e T na medula óssea e timo por acúmulo excessivo de 
dano [12], além da atrofia do timo observada com o avanço da idade [13].  
Esse perfil se reflete a nível sistêmico e pode ter impacto exponencial sobre o 
envelhecimento, uma vez que as células do sistema imune são de extrema importância 
na remoção de células disfuncionais dos tecidos [1]. Assim, a perda de eficiência por 
células do sistema imune na eliminação de células senescentes em diversos tecidos 
17 
 
compromete o organismo de forma global e diferencial e amplifica o estado senescente 
em diversos órgãos.  
1.2 Obesidade como modelo de inflamação e envelhecimento precoce 
A obesidade é uma doença crônica não transmissível caracterizada pelo acúmulo 
excessivo de gordura corporal cuja prevalência tem aumentado significativamente nos 
últimos anos segundo dados da Organização Mundial da Saúde [53]. A expansão 
exacerbada do tecido adiposo pode levar ao aumento do número de células apoptóticas 
e, consequentemente, ao recrutamento de macrófagos, induzindo um perfil pró-
inflamatório. Evidências recentes têm associado o desbalanço inflamatório e oxidativo 
observado em indivíduos portadores de obesidade com o desenvolvimento de doenças 
tipicamente relacionadas ao envelhecimento como DM2, doenças cardiovasculares [4] 
e inclusive alguns tipos de cânceres.  
Outras evidências mais diretas também sugerem a associação entre obesidade e 
envelhecimento celular prematuro, como o encurtamento telomérico em células 
brancas do sangue de mulheres portadoras de obesidade [14]. Telômeros são um 
biomarcador de envelhecimento celular localizados na extremidade dos cromossomos 
que tem como função proteger o DNA e que sofrem um encurtamento a cada divisão 
celular. Vários trabalhos, inclusive dados gerados pelo nosso grupo (manuscrito em 
reparação) demonstram uma associação entre encurtamento telomérico acelerado e 
obesidade. Assim, o predomínio de telômeros encurtados em indivíduos portadores de 
obesidade corrobora com a ideia de um envelhecimento celular precoce nesses 
indivíduos, uma vez que o encurtamento acelerado de telômeros diante do stress 




O tecido adiposo tem sido reconhecido como um importante órgão endócrino, 
secretando uma série de adipocinas (hormônios, citocinas inflamatórias, quimiocinas e 
hormônios de crescimento, entre outros), as quais estão envolvidas em diversas vias 
[15] e cujos efeitos se refletem a nível sistêmico [11]. Em indivíduos portadores de 
obesidade, a expansão excessiva do tecido adiposo, consequência tanto do aumento de 
tamanho dos adipócitos (hipertrofia) como da sua multiplicação (hiperplasia), pode 
acarretar em um desequilíbrio no perfil de secreção dessas adipocinas, além do 
recrutamento de células sistema imune relacionadas à resposta inflamatória Th1 (T 
auxiliar 1), macrófagos com secreção de citocinas com perfil anti-inflamatórias (IL-10 e 
TGF-), células T CD8+ e células T secretoras de interferon (IFN)-γ, as quais participam 
na regulação da homeostasia do tecido visceral [16].  
O recrutamento de células do sistema imune se dá principalmente devido ao 
surgimento de células apoptóticas no tecido adiposo em decorrência da hipertrofia 
dessas células. Os adipócitos apoptóticos são cercados por macrófagos formando 
estruturas conhecidas como “crown-like” (semelhante a coroa), marcador de inflamação 
no tecido adiposo. Essa associação leva à produção de uma série de fatores pró-
inflamatórios - tanto por parte dos adipócitos quanto pelas células do sistema imune - 
que podem atuar tanto de forma parácrina quanto endócrina sobre outros tecidos, 
aumentando o risco de desenvolvimento de uma série de doenças como resistência 
insulínica, hiperglicemia, hiperlipidemia e lesão vascular [17]. 
1.3 Fenótipo secretor associado à senescência: SASP  
As células senescentes exercem grande influência sobre as células em seu 
entorno e podem e induzir nestas um perfil semelhante ao próprio. A indução de 
senescência em células vizinhas se dá em grande parte pelo desbalanço na secreção de 
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citocinas pró-inflamatórias, as quais passam a acumular no microambiente tecidual 
acarretando em um perfil de “envelhecimento contagioso” (‘‘contagious aging’’) [1]. 
O fator nuclear kappa B (NF-B) é um fator de transcrição pleiotrópico que 
governa a sinalização de vários processos celulares comprometidos majoritariamente 
com as vias de ativação de citocinas pró-inflamatórias. Têm-se hipotetizado que sua 
ativação crônica está intimamente relacionada com incidência diabetes mellitus tipo 2 
(DM2), artrite reumatoide e câncer [18]. Uma consequência direta da ativação do NF-
B no contexto genotóxico, pró- inflamatório e pró-oxidativo é a indução de senescência 
celular e do fenótipo secretor associado a senescência (SASP) [19] que contribui para a 
inflamação sistêmica.  
A constante secreção de fatores pró-inflamatórios pelo tecido adiposo em 
indivíduos portadores de obesidade acarreta em um perfil de inflamação sistêmica de 
baixo grau, o qual compromete as vias de sinalização da resposta ao dano no DNA (DDR) 
[20], acelera o encurtamento telomérico [5], aumenta o estresse oxidativo sistêmico 
[21] e modula as células para um SASP, as quais passam a retroalimentar o quadro de 
inflamação sistêmica [22]. Esses efeitos, decorrentes da para-inflamação em sujeitos 
com obesidade, aumentam o risco para o aparecimento precoce de doenças associadas 
com o envelhecimento. 
Polimorfismos de base única (SNPs) em genes chaves no controle do ciclo celular, 
como o da proteína supressora de tumor p53, das inibidoras de cinases do ciclo celular 
(oriundas dos locus CDKN2A/B que codificam para os transcritos alternativos p16INK4A e 
p15INK4B) também têm sido associados diferencialmente com doenças crônicas 
associadas com o envelhecimento e obesidade [23]. Esses resultados sugerem uma 
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associação causal entre a regulação da resposta imune, a indução da senescência celular 
e a expectativa de vida em humanos.  
Nesta perspectiva, a obesidade pode ser explorada como modelo de 
envelhecimento precoce onde as vias de inflamação e imunosenescência comprometem 
de forma diferencial a resposta imune e consequentemente predispõem os indivíduos 
às diversas comorbidades associadas à obesidade.  
 
Figura 1. Esquema ilustrando os efeitos sistêmicos do acúmulo de tecido adiposo e a relação 
entre obesidade, inflamação e imunosenescência. As setas verdes indicam aumento, as setas 
vermelhas indicam diminuição, os símbolos de interrogação demotam falta de evidência para 
conectar os efeitos assinalados. Abreviaturas: DDR: Resposta de dano ao DNA; ROS: Espécies 
reativas do oxigênio; SASP: Perfil senescente associado à secreção. 
 
1.4 Avaliação de imunosenescência por expressão de CD28+ 
 A molécula coestimulatória CD28 tem papel essencial na ativação das células T 
do sistema imune. Porém, durante o envelhecimento celular há perda progressiva e 
irreversível de CD28, comprometendo o funcionamento de células T CD8+ e CD4+. Essa 
perda tem sido associada ao estresse replicativo e encurtamento telomérico acelerado. 
Devido à perda irreversível de função e sua relação com estresse, a redução na 
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expressão CD28+ em uma população celular tem sido utilizado como marcador de 
senescência em linfócitos T [31]. 
1.5 p21CIP1 
A proteína p21CIP1 é um inibidor da cinase dependente de ciclina codificada pelo 
gene CDKN1A e tem sido referida como um importante iniciador da senescência celular, 
embora a extensão de seu papel nesse desfecho ainda permanece bastante 
controverso. Sabe-se que p21CIP1 é importante na indução da senescência, uma vez que 
leva à parada de ciclo em G1 após dano ao DNA de forma dependente de p53. Porém, 
tem sido demonstrado que sua expressão declina após o estabelecimento da 
senescência, indicando que a proteína p21CIP1 talvez não desempenhe um papel na 
manutenção do status senescente. Embora possa não ser considerada um bom 
marcador para células no estado de senescência, pode indicar a indução da parada de 
ciclo celular em resposta a dano ao DNA, permitindo o reparo do DNA e facilitando a 
sobrevivência celular [45].  
1.6 Análise Morfométrica Nuclear (NMA) 
 Alterações na morfologia nuclear são observadas durante uma série de estados 
fisiológicos como mitose, senescência, respostas à estresse, etc., o que permite que uma 
série de processos sejam inferidos a partir da avaliação da morfologia nuclear. A fim de 
padronizar essa análise, após a marcação do núcleo, utilizamos uma técnica de análise 
morfométrica nuclear que combina quatro parâmetros (“aspect”, “area box”, “radius 
ratio” e “roundness”) de irregularidade para gerar um índice de irregularidade nuclear 
(NII) o qual, associado à área nuclear, permite inferir o status celular. Assim, a análise 
morfométrica nuclear (NMA) permite indicar qual proporção das células na cultura 
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encontram-se em senescência, apoptose ou apresentam irregularidades nucleares com 
base apenas na morfologia nuclear [26]. 
1.7 Fenótipo secretor associado à senescência (SASP)  
 Células senescentes são caracterizadas pela parada do ciclo celular e apresentam 
um fenótipo secretor (secretoma) próprio, o qual envolve um aumento na secreção de 
citocinas pró-inflamatórioas como IL-1 (α e β), IL-6 e IL-8. A fim de identificar se houve 
indução desse perfil secretor pró-inflamatório nas células saudáveis expostas ao plasma 
de portadores de obesidade, visamos realizar a detecção dessas citocinas pró-
inflamatórias no sobrenadante das células mononucleares mantidas em cultura. Para 
isso utilizamos um kit para delineamento do perfil inflamatório, o qual abrange as 
citocinas pró-inflamatórias observadas no SASP (IL-1β, IL-6 e IL-8) além de TNF-α e IL-12 










Sabe-se que a obesidade é caracterizada por um perfil pró-inflamatório crônico 
e sistêmico cujas consequências se refletem no envelhecimento precoce das células do 
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sistema imune através do encurtamento telomérico. Assim, a modulação de células 
saudáveis pelo plasma de indivíduos portadores de obesidade pode representar um 
modelo para esclarecer a relação entre o ambiente pró-inflamatório e a entrada das 





3.1 Objetivos gerais 
 Investigar o efeito do plasma de indivíduos portadores de obesidade na 
modulação de células mononucleares intactas do sangue periférico averiguando 
parâmetros de inflamação e imunosenescência. 
3.2 Objetivos específicos 
 
1. Avaliar parâmetros associados com viabilidade celular por MTT; 
2. Avaliar parâmetros de senescência celular por análise morfométrica 
nuclear (NMA); 
3. Avaliar parâmetros de imunosenescência celular pela expressão de CD28 
por Fluorescence-activated cell sorting (FACS); 
4. Avaliar a expressão gênica relativa de p21CIP1 pela reação em cadeia da 
polimerase em tempo real (RT-qPCR); 
5. Quantificar a secreção de citocinas associadas ao fenótipo de senescência 





4. MATERIAL E MÉTODOS 
4.1  Participantes do estudo 
 
Esse trabalho faz parte de um projeto maior em andamento denominado 
“Avaliação do comprimento dos telômeros em pacientes obesos com indicação de 
tratamento cirúrgico e sua evolução após a cirurgia bariátrica” previamente aprovado 
pelos Comité de Ética em Pesquisa (CEP) da UFRGS (Anexo I) e da PUCRS (Anexo II).  
4.1.1 Critérios de inclusão 
 
A identificação, a seleção e o recrutamento dos participantes foi realizada pela 
equipe dos Profs. Cláudio C. Mottin e Alexandre V. Padoin do Centro de Obesidade e 
Síndrome Metabólica (COM) do Hospital São Lucas (PUC-RS) entre outubro de 2014 e 
janeiro de 2015. O grupo controle foi constituído por 9 indivíduos sadios, que realizavam 
exames de rotina. Todos os participantes (controles e casos) leram e concordaram em 
participar desse estudo por vontade própria e assinaram o termo de consentimento livre 
e esclarecido (TCLE) (Anexo III) previamente às coletas. 
Para esse estudo utilizamos 9 pacientes com obesidade (índice de massa corporal 
(IMC) ≥ 35 kg/m²) e 9 controles eutróficos (18,5 kg/m² < IMC < 25 kg/m²) com idade 
entre 18 e 65 anos. A classificação com base no IMC seguiu os critérios estabelecidos 
pela Organização Mundial da Saúde (OMS) em 2011 [53]. 
4.1.2 Critérios de exclusão 
 
Excluímos do grupo controle indivíduos portadores de doenças crônicas (DM2, 
síndrome metabólica, CVD, doenças inflamatórias e respiratórias) bem como 
consumidores de álcool, tabaco e medicação controlada (antidepressivos ou 
ansiolíticos) ou com menos de 18 e mais de 65 anos. 
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4.2  Amostra biológica 
 
 Nesse estudo utilizamos plasma (proveniente de sangue periférico) previamente 
estocado a -80oC. As amostras de sangue periférico (10 mL em tubo contendo EDTA 
como anticoagulante) foram coletadas por venipuntura no Hospital São Lucas da PUCRS 
e processadas no laboratório de Biologia Celular de Lipídios (coordenação da Profa. 
Fátima T.C.R. Guma). O sangue coletado foi centrifugado a 2.000 rpm por 10 minutos a 
temperatura ambiente para separação do plasma e posterior armazenamento a -80°C. 
4.2.1 Purificação de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) 
 
As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) utilizadas na cultura 
foram isoladas a partir de indivíduo eutrófico não relacionado. As PBMC foram isoladas 
por gradiente de Ficoll (Histopaque 1,077 g/mL, Sigma Aldrich, Missouri, USA) através 
da centrifugação do sangue total a 400 rcf por 30 minutos com desaceleração zero. A 
camada de mononucleares foi então coletada com pipeta Pasteur e transferida para um 
novo tubo, onde as células foram lavadas por duas vezes com PBS (centrifugação 1500 
rpm, 5 minutos) e por fim contadas em Câmara de Neubauer. 
4.3  Cultura celular 
 
Após o isolamento, as PBMCs (5x106 células/mL) foram semeadas em meio RPMI 
1640 (Invitrogen, Califórnia, USA) (pH = 7,4) suplementado com 2g/dL de HEPES, 1% de 
penicilina/estreptomicina (Invitrogen), 2mM de glutamina (Invitrogen) e 10% de plasma 
de indivíduos controle (n = 9) ou portadores de obesidade (n = 9) e incubadas por 4 ou 
24 horas em câmara úmida a 37°C e 5% CO2. Após o período de 4 horas de tratamento, 
o meio foi removido e substituído por RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino 
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(FBS) e as células foram incubadas por mais 24 ou 120 horas em câmara úmida a 37°C e 
5% CO2. 
 Após 24 ou 120 horas em cultura, o sobrenadante foi coletado e armazenado a 
-80°C para posterior detecção de citocinas. Parte das PBMC tratadas foi armazenada em 
TRIzol (Invitrogen,) a -80°C para posterior extração de RNA e utilizadas nos demais 
experimentos. No terceiro dia de cultura (72 horas) 50% (v/v) do meio de cultura RPMI 
1640 + 10% FBS foi substituído. 
 
Figura 2. Esquema ilustrando a metodologia utilizada em linha cronológica. 5x106 células/mL 
foram semeadas e tratadas por 4 horas com plasma de indivíduos controle (n = 9) ou com 
obesidade (n = 9). Após esse periodo o meio foi trocado e suplementado com 10% de soro fetal 
bovino (FBS). No tempo indicado, 1, 2, ou 3, foram relizados os diferentes ensaios. CBA: Secreção 
de citocinas por Cytometric Bead Array; MTT: ensaio de viablidade; expressão gênica de p21CIP1 
e imunofenotipagem para expressão de CD28. 
4.4  Ensaio de viabilidade celular (MTT) 
 
 Utilizamos o ensaio de viabilidade celular MTT, o qual se baseia na redução do 
composto MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) pelas 
enzimas oxidorredutases dependentes de NAD(P)H presentes em células viáveis e com 
metabolismo ativo gerando um produto solúvel, o formazan, de coloração púrpura. Este 
experimento foi realizado em placa de 96 poços. As PBMCs foram semeadas na 
concentração de 62,5 x 104 células em 50 L. A análise foi realizada 24 ou 120 horas 
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após o tratamento. Para a marcação o meio foi retirado dos poços e adicionados 40uL 
de MTT (5mg/mL, Sigma Aldrich). Após 2 horas de incubação a 37°C em câmara úmida 
com 5% CO₂, o meio foi aspirado e substituído por 120 µL de dimetilsulfóxido (DMSO). 
O formazan intracelular foi detectado através da leitura de absorbância em 
espectrofotômetro de placa (SpectraMax® M5, Molecular Devices) em comprimento de 
onda 570 e 630 nm. 
 
4.5  Imunofenotipagem 
 
A avaliação de imunosenescência pelo marcador CD28 foi realizada por FACS. As 
PBMC cultivadas em placas de 24 poços foram tratadas por 4 horas em meio RPMI 
contendo 10% plasma de indivíduos controles e portadores de obesidade e adquiridas 
após 120 horas de cultura. As PBMC (0,5 x 106) previamente tratadas foram marcadas 
com os anticorpos anti-CD4-PE (1:100) ou anti-CD8-FITC (1:100) e anti-CD28-APC (1:100) 
em Staining Buffer (BD Biosciences, California, USA) e incubados por 30 minutos a 4°C 
no escuro. As células foram então lavadas com tampão de marcação (FBS 0,5% em PBS) 
e adquiridas (20.000 eventos) e analisadas no BD Accuri™ C6 (BD Biosciences). 
4.6  Extração de RNA, transcrição reversa e reação em cadeia da polimerase em 
tempo real (RT-qPCR) para p21CIP1 
 
 As células (0,5 x 106) previamente tratadas e incubadas por 24h e 120 horas 
foram armazenadas em 750µL de TRIzol (Invitrogen) a -80°C previamente à extração de 
RNA. Após descongelamento, foram adicionados 200µL de clorofórmio e as amostras 
foram agitadas vigorosamente por 15 segundos e incubadas por 15 minutos a 
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temperatura ambiente. Após nova centrifugação (12.000 rcf15 minutos a 4°C) a fase 
aquosa contendo o RNA foi transferida para um novo tubo de microcentrífuga e o 
material genético foi precipitado com 500µL de álcool isopropílico e misturado por 
inversão cuidadosamente. As amostras foram novamente incubadas a temperatura 
ambiente por 10 minutos, centrifugadas a 1.200 rcf por 15 minutos a 4°C. Após descarte 
do sobrenadante, foi adicionado 1mL de etanol 70% em água livre de RNAses 
(previamente tratada com 0,1% diethylpyrocarbonate (DEPC)) e realizada nova 
centrifugação a 7500 rcf por 5 minutos ainda a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o 
RNA obtido foi ressuspendido em 12µL de H2O 0,1% DEPC  e então quantificado no 
espectofotômetro. O RNA total foi utilizado como molde para a síntese de cDNA com a 
enzima Transcriptase Reversa do Vírus da Leucemia Murina de Moloney (M-MuLV) 
(Sigma-Aldrich) e oligonucleotídeos randômicos (Sigma-Aldrich) a partir de 1,673 µg de 
RNA. Para avaliação da expressão gênica foi realizada a amplificação do gene-alvo 
p21CIP1 (CDKN1A) ou controle endógeno GNb2L1 a partir de 5µL de cDNA (diluição 1:20) 
com a enzima Taq Platinum®Polymerase (Invitrogen) em volume final de 20µL contendo 
os reagentes e oligonucleotídeos específicos. As sequências de oligonucleotídeos 
específicos foram desenhadas pelo programa da IDT (www.idtdna.com) a partir de 
banco de base de dados disponível na internet (Ensembl ou NCBI) e estão especificadas 









Sequência de oligonucleotídeos 











NM_001291549.1 NM_001220778.1  ACTCTCAGGGTCGAAAACGG  
149 NM_001220777.1 NM_078467.2 
NM_000389.4 ATGTAGAGCGGGCCTTTGAG  
Abreviaturas: GNB2L1: Guanine nucleotide-binding protein, beta-peptide 2-like 1, CDKN1A: cyclin 
dependent kinase inhibitor 1A. 
*[54].  
 
A especificidade das reações e ausência de dímeros de primer foi avaliada 
através da curva de dissociação gerada ao final de cada corrida. Confirmamos também 
a especificidade do produto alvo (amplicon) através de corrida em gel de agorose. Todas 
as reações foram realizadas no aparelho StepOnePlus® (Applied Biosystems). A 
expressão gênica relativa foi calculada utilizando o método comparativo (Delta delta Ct, 
CT) (Ct, cycle threshold) [24] utilizando como normalizador o gene constitutivo 
GNb2L1 , calibrado pela média do CT do grupo analisado. 
4.7  Análise morfométrica nuclear (NMA) 
 
A análise morfométrica nuclear se baseia em parâmetros de tamanho e 
regularidade do núcleo de células aderidas em cultura para avaliar a quantidade de 
células em uma população com características de senescência, apoptose ou 
irregularidade nuclear, os quais podem derivar de problemas durante a mitose. Nesse 
sentido os núcleos celulares são classificados como normal (N), irregular (I), pequeno e 
regular (small and regular – SR), pequeno (small - S), pequeno e irregular (small and 
irregular – SI), grande e regular (large and regular – LR) e grande e irregular (large and 
irregular – LI) gerando um valor de índice de irregularidade nuclear (NII) [25]. 
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Para esse ensaio, as PBMC (tratadas com plasma de indivíduos controles n = 9 ou 
tratadas com plasma de indivíduos com obesidade n = 9) foram semeadas sobre 
lamínulas e tratadas por 4 horas como especificado previamente. Após 24 e 120 horas 
as PBMC foram lavadas com PBS de forma que apenas as células aderidas 
(monócitos/macrófagos) pudessem ser avaliadas. As PBMC foram fixadas com 
paraformaldeído 4% (v/v em PBS) lavadas com tampão Tris-glicina 1X (0,025M Tris base 
e 0,192M Glicina) e permeabilizadas com Triton X-100 0,1% por 5 minutos. Após três 
lavagens com PBS as células foram incubadas com Hoescht 33342 10ug/mL (Thermo 
Fisher Scientific, Rockford, USA) por 10 minutos para marcação dos núcleos. As células 
foram novamente lavadas 3 vezes com PBS ainda nos poços, as lamínulas foram 
retiradas com auxílio de pinça e colocadas sobre uma lâmina contendo 10µL de 
Fluoromount (Sigma-Aldrich), onde ficaram secando por 24h antes de observação no 
microscópio. 
Cinquenta núcleos de cada cultura (n = 16) foram fotografados via microscópio 
de fluorescência Nikon Eclipse E600 (filtro de excitação de 330 nm - 385 nm e filtro de 
emissão de 420 nm) e as medidas dos parâmetros nucleares foram obtidas via plug-in 
no programa Image-Pro Plus. Os resultados de distribuição dos núcleos em quadrantes 
indicativos de senescência, apoptose ou irregularidades nucleares foram obtidos após 
análise em planilha do programa Excel para NMA no site do LabSinal [26]. 
4.8  Quantificação de citocinas por Cytometric Bead Array (CBA) 
 
As citocinas secretadas no meio de cultura foram quantificadas após 24 horas de 
incubação com plasma e após 4 horas e 120 horas em cultivo posteriores a 4 horas de 
incubação com plasma e avaliadas por citometria de fluxo com o kit Human 
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Inflammatory Kit (BD Biosciences) de acordo com as instruções do fabricante. As 
amostras foram adquiridas no citômetro de fluxo Accuri C6 (BD Biosciences) e analisadas 
com o programa FACP Array v3.0.1 (Soft Flow Inc., Pecs, Hungary). Os limites de 
detecção dos analitos foram 3,6 pg/mL para IL-8; 7,2 pg/mL para IL-1β; 2,5 pg/mL para 
IL-6; 3,3 pg/mL para IL-10; 3,7 pg/mL para TNF-α e 1,9 pg/mL para IL-12.  
4.9 Análise estatística 
 
Utilizamos o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar normalidade na 
distribuição das amostras para cada variável mensurada. Para a comparação entre os 
dois grupos utilizamos teste t de Student para dados com distribuição normal ou teste 
Mann-Whitney para dados que não seguiram a distribuição normal. Para a comparação 
entre três ou mais grupos, utilizamos análise de variância (ANOVA) para os dados que 
seguiram a distribuição normal ou Kruskal-Wallis quando a distribuição de ao menos um 
dos grupos em comparação não foi normal. As análises de correlação foram realizadas 
através do teste de correlação paramétrico de Pearson. Todas as análises foram 
realizadas com o programa Graphpad Prism versão 5.0 e as figuras montadas com o 






5.1  Dados demográficos. 
Os indivíduos participantes do estudo estão descritos na Tabela 2. Não houve 
diferença quanto a gênero e idade. Como esperado, o IMC, que foi o principal critério 
para separar o grupo controle do grupo caso, se mostrou estatisticamente diferente 
entre os dois grupos (P < 0,0001). 
Tabela 2. Dados demográficos da amostra 
 
Grupo de indivíduos 
controle, (n=9) 
Grupo de indivíduos com 
obesidade, (n=9) 
Valor P 
Gênero, masculino (%) 4 (44,4) 3 (33,3) n.s. 
Idade, média (DP) 29,8 (4,34) 35,8 (3,83) n.s. 
IMC (kg/m2), média (DP) 21,3 (1,2) 50,3 (7,8) < 0,0001† 
Comorbidades (%)    
        DM2 - 4 (44,4)  
        Dis. - 7 (77,7)  
        EH - 3 (33,3)  
        HS - 6 (66,6)  
        SM - 7 (77,7)  
Abreviaturas: DM2: diabetes mellitus tipo 2; Dis: dislipidemia, DR: desvio padrão; EH: esteatose 
hepática; HS: hipertensão sistêmica; SM: síndrome metabólica; n.s.: não significativo. †: Teste 
Mann-Whitney. As diferenças foram consideradas significativas quando P < 0,05. 
5.2  Redução da viabilidade de PBMC tratadas com plasma de indivíduos com 
obesidade. 
 Para determinar se o plasma de indivíduos com obesidade é capaz de afetar a 
viabilidade PBMC intactas, realizamos um ensaio de viabilidade pela quantificação da 
formação de sais de formazan (ensaio MTT). Nesse sentido, quando comparamos as 
células viáveis tratadas com plasma de indivíduos controle ou de indivíduos com 
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obesidade, observamos uma diminuição na viabilidade celular de PBMC cultivadas tanto 
após 24 horas (P = 0,0116) como após 120 horas (P = 0,0007) com o plasma dos 
indivíduos com obesidade (Fig. 3). Esse resultado indica uma diminuição no 
metabolismo celular total das células expostas ao plasma de portadores de obesidade 
em relação as células expostas ao plasma de indivíduos controles e pode ser um indício 
indireto de maior morte celular. 
 
Figura 3. Viabilidade celular diminuída em PBMC incubadas por 24 horas e 120 horas após 4h 
de exposição ao plasma de pacientes controles (n = 9) ou portadores de obesidade (n = 9). Os 
dados representam média ± desvio padrão. As análises foram realizadas com teste de t de 
Student e diferenças significativas foram consideradas quando P < 0,05 (*P = 0,0116 e ***P = 
0,0007).  
 
5.3  Análise morfométrica nuclear como parâmetro de senescência celular. 
 Na análise da morfometria nuclear avaliamos os núcleos de 50 células afim de 
compreender sua distribuição nos grupos definidos como: normal (N), irregular (I), 
apoptose (SR, S ou SI) ou senescência (LR e LI) geradas a partir do NII. Nas culturas 
analisadas (32 no total) não houve diferença estatística entre casos e controles em 
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nenhum dos dois tempos, 24 horas (8 controles versus 8 casos, total 16 culturas) (Fig. 
4A) ou 120 horas (8 controles versus 8 casos, total 16 culturas) (P > 0,05) (Fig. 4B). Os 




Figura 4. Análise morfométrica nuclear (NMA). Distribuição dos 50 núcleos analisados das 
PBMC tratadas com plasma do grupo controle (n = 8, acima) e plasma de indivíduos com 
obesidade (n = 8, abaixo) por 4 horas e analisadas após A) ou B) 120 horas de cultura. Nos 
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diferentes quadrantes está indicada a percentagem de núcleos em cada condição. A direita de 
cada gráfico está uma imagem de microscopia representativa de cada cultura celular após 24 e 
120 horas de cultura.  
 
Figura 5. Análise morfométrica nuclear (NMA). Representação gráfica da distribuição de 
núcleos por categoria pré-definida com base no NII (índice de irregularidade nuclear) e área 
nuclear nos diferentes grupos e tempos.  Os dados representam média ± desvio padrão. As 
análises foram realizadas com o teste Kruskal-Wallis e diferenças significativas foram 
consideradas quando P < 0,05. 
 
Também plotamos os núcleos exclusivamente em relação à sua área dentro de 
cada grupo, controle ou caso, após 24 ou 120 horas de tratamento. Observamos que a 
distribuição dos 50 núcleos por área, quando evidenciada para cada indivíduo, foi 
homogênea dentro grupo controle em 24 horas (Fig. 6A, esquerda). Entretanto, dentro 
do grupo de casos observamos grande heterogeneidade e foi possível evidenciar dois 
subgrupos. Três indivíduos apresentam núcleos com maior área (máx. 3.730mm², 
MED>1200) e os outros 5 indivíduos tem valores de área menores (máx. 1.974mm², 
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mediana <1.100) (Fig. 6A, direita). A mesma análise foi feita no tempo de 120 horas. 
Visivelmente, nesse tempo as análises de morfometria nuclear demonstraram 
homogeneidade quanto a comparação intra e inter-grupo (Fig. 6B). Essa mudança no 
perfil das culturas é corroborada pela redistribuição dos núcleos em relação à área e NII 
após 120 horas em cultivo em relação à 24 horas, e em relação à área nos mesmos 
tempos, onde é observada diferença estatística entre os grupos (P< 0,05) (Fig. 6C). 
Não encontramos correlações entre área e os dados demográficos dos indivíduos 
analisados: IMC ou idade (Fig. 6D). O reduzido tamanho da nossa amostra não permitiu 
realizar correlações entre área e as comorbidades relatadas na Tabela 2 (DM2, 




Figura 6. Análises de área de núcleos por NMA. As PBMC foram tratadas com plasma do grupo 
controle (n = 7, acima) ou plasma de indivíduos com obesidade (n = 8, abaixo) por 4 horas e 
analisadas. Gráfico de dispersão mostrando a distribuição dos núcleos (50) de grupo controle 
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(esquerda) e caso (direita) após A) 24 ou B) 120 horas de cultura por indivíduo. C) Gráfico de 
dispersão com mediana (vermelho) e intervalo interquartil (25-75) de grupo controle ou obeso 
em 24 horas ou 120 horas de cultura. As análises foram realizadas com teste o Kruskal-Wallis e 
pós-teste de comparações múltiplas de Dunn. Diferenças significativas foram consideradas 
quando P < 0,05 (*P < 0,05 e **P < 0,001). D) Ausência de correlação via teste de correlação de 
Pearson entre área de núcleos e IMC (Kg/m2) (esquerda) ou idade (r = 0,04827 e r = - 0,4049) 
(direita), respectivamente). 
5.4  Modulação de leucócitos para o perfil imunosenescente pela expressão do 
marcador de superfície CD28.  
 Para verificar se os dados gerados pela análise de NMA poderiam ser 
confirmados por outras técnicas, realizamos FACSpara marcadores associados com o 
perfil imunosenescente após 120 horas de cultura. Observamos uma diminuição 
mediana da intensidade de fluorescência (MFI) na população CD4+CD28+ das células 
incubadas com o plasma de indivíduos portadores de obesidade quando comparados 
com as tratadas com plasma de indivíduos controles (P = 0,01), indicando redução 
significativa na expressão da molécula CD28. A modulação ao perfil imunosenescente 
também foi observada nos linfócitos CD8+CD28+ e foi estatisticamente significativa 
quando analisados quanto à percentagem de células (P < 0,01) ou MFI (P < 0,05) (Fig. 




Figura 7. Redução da expressão de CD28, marcador de superfície negativamente 
correlacionado com o perfil de imunosenescência. PBMC foram tratadas por 4 horas com 
plasma de indivíduos controle (n = 9) ou portadores de obesidade (n = 9) e analisadas após 120 
horas de cultura. As células foram marcadas para CD4, CD8 e CD28 após a cultura. A) Gráfico de 
barras. B) Gráfico de ponto (esquerda) e histogramas (direita) representativos das análises 
realizadas. Os dados representam média ± desvio padrão. As análises foram realizadas via teste 
t de Student e diferenças significativas foram consideradas quando P < 0,05. MFI: Mediana da 
intensidade de fluorescência. (*P = 0,05 e **P < 0,01).  
5.5  O plasma de indivíduos com obesidade aumenta a expressão de citocinas pró-
inflamatórias observadas no fenótipo SASP 
 O perfil SASP está associado com a modulação no secretoma das células. Assim, 
quantificamos no sobrenadante de PBMCs tratadas por 4 horas e cultivadas por 24 e 
120 horas adicionais a expressão de certas citocinas pró-inflamatórias. Não observamos 
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diferença significativa na expressão das citocinas analisadas a partir da cultura de PBMC 
intactas com plasma de indivíduos controles ou portadores de obesidade após 24 horas 
de cultura (Fig. 8A). Entretanto, a expressão das citocinas pró-inflamatórias IL-1β (P = 
0,04) e IL-8 (P = 0,02) foi significativamente maior nas PBMC incubadas com plasma de 
indivíduos portadores de obesidade após 120 horas de cultura. A expressão de TNF- 
foi similar entre os dois tratamentos (casos x controles) após 24 e 120 horas, mas sofreu 
uma diminuição após 120 horas em cultivo em relação ao tempo de 24 horas (Fig. 8A). 
Curiosamente IL-6, uma citocina chave no perfil SASP não foi significativamente alterada 
(P = 0,07) após 120 horas de cultura. Para verificar se havia alguma alteração na 
modulação de PBMC saudáveis após um maior tempo de exposição ao plasma de 
indivíduos obesos, incubamos as PBMCs do indivíduo eutrófico não relacionado com 
RPMI contendo 10% de plasma de indivíduos com obesidade e controles por 24h (as 
culturas não se mantiveram viáveis quando mantidas por mais tempo em exposição ao 
plasma). Observamos então um aumento significativo na expressão das citocinas pró-
inflamatórias IL-1β (P = 0,04), IL-6 (P = 0,02) e IL-8 (P = 0,05) e da citocina regulatória IL-
10 (P = 0,04) em células incubadas com plasma de pacientes com obesidade em relação 
ao controle (Fig. 8B). Esse aumento corrobora com a ideia de indução de um perfil pró-
inflamatório nessas células, possivelmente em resposta à um perfil semelhante já 
relatado na literatura para plasma de pacientes com obesidade. Curiosamente, a 
expressão de TNF-α não apresentou diferença significativa entre os grupos nesse caso. 




Figura 8. Alterações na expressão de citocinas em PBMCs incubadas com plasma de indivíduos 
portadores de obesidade. A) Quantificação da secreção de citocinas (por CBA) após 4 horas de 
estímulo de PBMC com plasma de indivíduos controles (n = 9) ou com obesidade (n = 9) e 
analisadas após 24 ou 120 horas em cultura. B) Quantificação da secreção de citocinas após 24 
horas de estímulo de PBMC com plasma de indivíduos controle (n = 9) ou com obesidade (n = 9) 
e analisadas após 24 horas. Dados representam média ± desvio padrão. As análises foram 
realizadas via teste t de Student ou Mann-Whitney e diferenças significativas foram 
consideradas quando P < 0,05. (*P < 0,05 e **P < 0,01).  
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 5.6  A cultura de PBMC com plasma de indivíduos com obesidade diminui a expressão 
do marcador p21CIP1 
 A proteína p21CIP1 desempenha um papel fundamental na indução da parada de 
ciclo celular em G1 em resposta à danos ao DNA após ativação e sinalização via p53.  
p21CIP1 pode sinalizar as células para um perfil de morte celular por apoptose ou 
senescência. Para determinar se houve mudança na expressão do marcador p21CIP1 nas 
PBMC tratadas, realizamos experimentos de expressão gênica por PCR em tempo real 
(RT-qPCR). Supreendentemente nossos resultados, demonstram a expressão gênica 
reduzida de p21CIP1 entre os dois grupos após 120 horas de cultura (Fig. 9). 
 
Figura 9. Expressão gênica diminuída de p21CIP1 em PBMCs incubadas com plasma de 
indivíduos obesos por 120 horas. A) Gráfico de barras de expressão gênica relativa obtida pelo 
cálculo CT. Os dados representam mediana ± desvio padrão. As análises foram realizadas pelo 
teste Mann-Whitney e consideradas significativas quando P < 0,05 (*P = 0,047). B) Pico único 
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observado na curva de dissociação que demonstra a especificidade da reação de PCR para o 
gene controle endógeno GNb2L1 (acima) e o gene de interesse p21CIP1 (abaixo). 
 





6.  DISCUSSÃO 
Trabalhos recentes têm demonstrado uma relação cada vez mais próxima entre 
o envelhecimento e o perfil de inflamação sistêmica observado em diversas doenças 
crônicas não transmissíveis (DCNT) como doenças cardiovasculares e metabólicas, 
câncer [4, 5]. Comum a essas doenças é o estado de inflamação crônica persistente, 
mesmo que de baixo grau, que quando se manifesta prematuramente podem acelerar 
mecanismos celulares e moleculares direcionando o indivíduo para um estado de 
envelhecimento precoce, denominado “inflammaging”. Não se sabe ao certo se a 
cronicidade da inflamação é responsável pelo aparecimento das DCNT ou ao contrário, 
porém, parece existir relação causal entre a expansão exacerbada do tecido adiposo, 
promoção da inflamação e envelhecimento celular sistêmico precocemente induzido 
nesses indivíduos [11].  
 Nosso trabalho consistiu na incubação de células mononucleares intactas com 
plasma de indivíduos portadores de obesidade por um período curto de tempo (4 horas) 
e observação após 24 e 120 horas. Nossos resultados apontam uma redução significativa 
na viabilidade celular de PBMCs expostas ao plasma de pacientes com obesidade em 
relação aos controles. Essa redução foi acompanhada pela modulação de linfócitos T 
auxiliares (T CD4+) e T citotóxicos (CD8+ para um perfil imunosenescente com secreção 
aumentada de algumas citocinas pró-inflamatórias e redução da capacidade de regular 
uma resposta inflamatória. Esses dados complementam resultados paralelos obtidos 
pelo nosso grupo, os quais apontam uma maior quantidade de células mononucleares 
em apoptose inicial (Parisi, M.M., manuscrito pronto para submissão), possivelmente 
causada pelo ambiente pró-oxidativo e genotóxico decorrente da presença de plasma 
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de indivíduos portadores de obesidade (Grun, L.K., manuscrito em preparação) nas 
culturas. 
A indução e persistência de células senescentes no adulto diminui a capacidade 
de reparo do organismo e compromete a homeostasia tecidual. A senescência celular 
pode ser induzida por diferentes estressores como dano oxidativo, dano ao DNA, 
ambiente pró-inflamatório e encurtamento de telômeros, entre outros. Além disso, o 
envelhecimento, precoce ou não, do organismo está associado com uma 
vulnerabilidade aumentada a infecções [27, 28], elevada incidência de tumores, 
ocorrência de processos auto-imunes [29] e resposta reduzida a novos antígenos, 
exemplificado pela resposta diminuída a vacinas. A inabilidade do sistema imune 
adaptativo de lidar com novos antígenos e gerar uma resposta imune protetora é uma 
característica da imunosenescência e está associado com maior morbidade e 
mortalidade [11, 29]. 
As células do sistema imune, especialmente os macrófagos presentes no sistema 
imune inato, são essenciais para a eliminação das células senescentes [36]. Em modelo 
experimental, foi demonstrado que a remoção de células senescentes por técnicas de 
biologia molecular adia o aparecimento de características ao envelhecimento como 
sarcopenia, cataratas e perda de tecido adiposo [37].  Porém, o microambiente alterado 
induzido pelo acúmulo excessivo de tecido adiposo característico da obesidade e 
mudanças endócrinas e sistêmicas está associado com a ativação crônica das células do 
sistema imune, o que pode acarretar na morte ou entrada em senescência precoces 
nessas células. O comprometimento do sistema imune induzido pelo acúmulo de células 
imunosenescentes observado na obesidade pode levar ao aumento da inflamação e do 
estresse oxidativo, o que pode resultar em perda de homeostase tecidual [17, 32]. A 
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redução de longevidade e expectativa de vida observada nesses pacientes pode ser 
revertida através da restrição calórica, a qual reduz o acúmulo de células senescentes 
[27-29] e suprime a inflamação crônica [35].  
Na obesidade, há um grande acúmulo de células senescentes no tecido adiposo, 
podendo haver um aumento de até 30 vezes no número de pré-adipócitos senescentes 
em relação indivíduos não obesos [13]. Estas células apresentam elevada secreção de 
uma série de citocinas pró-inflamatórias que, associadas a outras moléculas, constituem 
o SASP [13] e contribuem para a indução de senescência a nível sistêmico. Esse 
“envelhecimento contagioso” é corroborado pelos nossos resultados, que demonstram 
um aumento de linfócitos T CD4+ e CD8+ senescentes e uma maior secreção de citocinas 
pró-inflamatórias tipicamente associadas ao SASP por células mononucleares.  
Conforme citado anteriormente, os nossos resultados confirmam o perfil 
imunosenescente [30] diante de um ambiente pró-inflamatório. Observamos uma 
modulação dos linfócitos T CD4+ e CD8+ para um perfil senescente com diminuição da 
molécula co-estimuladora CD28 após 120 horas em cultivo. A moléculas CD28 cumpre 
um papel fundamental na ativação de linfócitos T (CD4 e CD8) através de um sinal co-
estimulatório. Porém, há perda progressiva e irreversível de CD28 ao longo de 
envelhecimento nestas células, permitindo sua utilização como marcador de 
senescência em linfócitos T [31]. Entretanto, o perfil pró-inflamatório crônico - ou 
inflammaging - presente em pacientes com obesidade mantém as células do sistema 
imune em constante ativação e ao mesmo tempo compromete sua função através da 
indução precoce de senescência. Ao mesmo tempo, a senescência de células não-
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imunes também pode contribuir para a imunosenescência, podendo, entre outras 
alterações, levar a exaustão do mecanismo de expansão clonal de células T e B. 
Os nossos ensaios demonstraram um aumento das citocinas IL-1β e IL-8 diante a 
exposição de um insulto agudo de 4 horas com plasma de pacientes obesos, além do 
aumento de IL-6 após 24 horas de estímulo. IL-1β, IL-8 e IL-6 são consideradas as 
principais componentes sinalizadoras do SASP [11]. Além disso, IL-6 e IL-8 são 
importantes ativadores de células do sistema imune inato, cuja função é eliminar o não-
próprio através da secreção de moléculas pró-oxidantes. Logo, a expressão crônica 
dessas citocinas pode levar desregulação da atividade do sistema imune inato e induzir 
dano celular em outros tecidos do próprio organismo [14]. IL-6 parece ser a citocina que 
sofre maior o aumento de expressão entre as moléculas que compõem o SASP durante 
a senescência, possivelmente induzido por sinalizações constantes de dano ao DNA [11]. 
Concomitante a isso, a literatura aponta uma produção aumentada de IL-6 no tecido 
adiposo durante a obesidade, cujo aumento se reflete a nível sistêmico [20] e tem sido 
relacionado com o aumento da vulnerabilidade do sistema imune [16]. Juntos, esses 
dados parecem indicar que o aumento que observamos na secreção de IL-8 (bem como 
das demais citocinas associadas ao SASP) por células mononucleares pode ser induzido 
pela maior da expressão de citocinas pró-inflamatórias, principalmente de IL-6, no 
plasma dos pacientes com obesidade em consequência do acúmulo exacerbado de 
células senescentes no tecido adiposo.  
Além disso, macrófagos em um ambiente pró-inflamatório, quando ativos, 
tendem a secretar TNF, IL-1β e IL-6 [26]. Assim a secreção aumentada de citocinas pró-
inflamatórias circulantes é multifatorial e envolve o aumento de pré-adipócitos 
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senescentes, infiltração de monócitos e diferenciação no perfil de macrófagos com 
características de inflamação no tecido adiposo e maior acúmulo de células senescentes. 
O aumento da expressão de IL-10, observado após 24 horas de estímulo com 
plasma de pacientes obesos, é por muitas vezes associado a uma resposta anti-
inflamatória, embora seu papel seja um pouco controverso [18]. Essa redução pode 
representar um mecanismo compensatório, uma tentativa da célula de reverter o perfil 
pró-inflamatório representado por IL-8, IL-6 e IL-1β. Esse mecanismo é sugerido na 
literatura através de estudos que apontam uma correlação positiva entre IL-6 e IL-10 
[12], ou seja, o estímulo de macrófagos in vitro com IL-6 acarretaria no aumento da 
secreção de IL-10 por estas células [25]. Isso refletiria a capacidade de imunomodulação 
presente nessas células, em resposta ao perfil pró-inflamatório induzido pelo plasma de 
portadores de obesidade. Em contraponto, a literatura sugere uma diminuição na 
expressão de IL-10 com o avanço da idade [15], portanto, o aumento de IL-10 parece 
estar associado a uma resposta inicial da célula (incubada apenas por 24 horas com 
plasma), o qual pode ser suprimido pelo desbalanço pró-inflamatório crônico observado 
tanto na obesidade [7] quanto no envelhecimento [19].  
Por fim, não existe na literatura técnicas consenso aceitas e validadas para a 
identificação de células senescentes in vivo ou associadas com sua funcionalidade. Os 
ensaios mais comuns envolvem a detecção da atividade da enzima lisossomal da enzima 
-galactosidase associada a senescência (SA--gal) [44] como marcador de senescência 
ou expressão das proteínas p53, p21CIP1 ou p16INK4a. Entretanto, os macrófagos, 
presentes em altas quantidades nas nossas culturas expressam altos níveis de -
galactosidase, dificultando a sua atividade associada com a senescência [45]. Por outro 
lado, os linfócitos T expressam também a proteína p16INK4a não associado com 
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senescência. Entretanto, as células senescentes modificam sua morfologia e 
apresentam aumento do volume citoplasmático e nuclear. Com o intuito de investigar a 
utilização de parâmetros de morfologia nuclear e corroborar nossos dados acerca do 
acúmulo de células imunosenescentes através da diminuição da expressão de CD28, 
utilizamos uma outra ferramenta para a possível identificação de células em senescência 
ou apoptose baseada em alterações na morfometria nuclear.  
Esse ensaio busca quantificar a partir de parâmetros de tamanho e morfologia 
celular células em diferentes estados fisiológicos [23], cujas variações em mitose, 
senescência e dano mitótico já são há bastante tempo descritas e avaliadas na literatura. 
Porém, devido à heterogeneidade da nossa população, a qual incluía monócitos, 
macrófagos e linfócitos T, essas alterações de morfometria não parecem refletir o real 
estado fisiológico dessas células nem estar de acordo com nossos dados de 
imunofenotipagem, uma vez que a morfologia nuclear entre esses tipos celulares pode 
ser heterogênea. Encontramos um único trabalho na literatura que detecta apoptose 
em culturas de monócitos e macrófago através do aspecto nuclear [46], porém, isso 
apenas parece ser possível a partir de culturas com alta pureza dessas populações. Uma 
vez que as nossas culturas representam uma cultura primária heterogênea composta 
por diversos tipos de leucócitos, não achamos diferenças entre os grupos estudados nos 
diferentes tempos observados pela da técnica de NMA. É possível que, com o 
isolamento apropriado e culturas de populações puras seja possível utilizar a técnica de 
análise morfométrica nuclear para a identificação de diferentes estados fisiológicos em 
resposta à estresse.  
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Por outro lado, os monócitos são células com grande plasticidade e sofrem 
alterações morfológicas e fenotípicas conforme variações de estímulo [46-48]. 
Monócitos podem ser diferenciados in vitro a diferentes estados de ativação, os quais 
são geralmente separados em pró e anti-inflamatórios, embora haja contradição acerca 
dessa nomenclatura. Essas alterações são visíveis através de análises de microscopia 
através da redução da razão núcleo/ citoplasma [42, 47, 48]. Esse estado de ativação 
pode variar pela exposição a diferentes citocinas, como IL-6, tipicamente associada com 
obesidade [49] e mesmo diante de diferentes combinações dessas citocinas [47]. Logo, 
essa plasticidade de resposta característica de monócitos pode ser um empecilho para 
edificação de estados fisiológicos por morfometria nuclear, embora não pareçam haver 
dados apontando alterações na morfologia do núcleo durante essa diferenciação. 
Afim de explorar as vias de resposta das células imunosenescentes, buscamos 
investigar mecanismos de sinalização de senescência induzidos pelo nosso tratamento. 
A proteína p21CIP1 é um inibidor de cinases dependentes de ciclina (CDKs) cuja expressão 
é estimulada após fosforilação de p53 e em resposta à estresse genotóxico, ou seja, 
induzida por dano ao DNA [45] e promove a parada reversível do ciclo celular. A ativação 
de p53 promove subsequentemente a ativação de p21CIP1, a qual também tem sido 
associada com parada de ciclo celular prolongada em resposta à dano crônico ao DNA 
através da ativação de p53. Assim a via p53/p21 pode desempenhar um papel 
importante na sinalização de senescência celular, embora seu papel ainda permaneça 
um pouco controverso [45]. Nossos resultados apontaram uma redução significativa na 
expressão gênica de p21CIP1 em células incubadas com plasma de pacientes com 
obesidade após 120 horas de cultivo quanto comparadas ao grupo controle. Essa 
observação está de acordo com dados prévios (Parisi, M.M., manuscrito pronto para 
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submissão) demonstrando uma diminuição na sinalização e por conseguinte 
fosforilação da proteína p53 por FACS. A proteína p21CIP1 é hoje considerada um 
marcador associado com o início do mecanismo de senescência celular e não com sua 
manutenção, embora outros mecanismos associados com o estabelecimento de 
senescência e independente de p53 sejam possíveis [37]. Nesse sentido, pretendemos 
investigar futuramente a expressão de p16INK4A e GATA-4 nessas células, uma vez que 
são considerados importantes marcadores de senescência celular e independentes da 
via p53.  
7. CONCLUSÕES 
1. Nossos resultados apontam para uma redução da viabilidade de células 
mononucleares intactas após incubação com plasma de indivíduos portadores 
de obesidade; 
2. Não foram observadas diferenças entre percentagem de PBMC de células 
senescentes quando utilizamos os dados de morfometria nuclear; 
3. O fenótipo das PBMCs foi modulado para um perfil associado com 
senescência pela diminuição da molécula co-estimuladora CD28 e aumento de 
algumas citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-8 e IL-6); 
4. Observamos uma redução da proteína p21CIP1 nas culturas tratadas com 





1. Validar os achados através da expressão da enzima -galactosidase 
associada a senescência (SA--gal) em culturas puras e heterogêneas de células 
mononucleares; 
2. Explorar a expressão de outros genes associados com apoptose e 
senescência como p53, p16INKA4 e GATA-4;  
3. Manter as culturas por um tempo maior para determinar o tempo 
necessário para a indução do fenótipo senescente (SASP); 
4. Aumentar o tamanho da amostra para correlacionar senescência com 
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ANEXO III – TERMO DE CONSENTIMENTO 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Você está sendo convidado(a) a participar de um estudo para conhecer melhor 
sobre o quanto o sobrepeso afeta medidas de envelhecimento celular em pessoas com 
obesidade de grau II (obesos mórbidos) submetidos à cirurgia bariátrica no período 
transoperatório e em voluntários sadios. 
A obesidade mórbida – ou obesidade de grau II – definida pelo IMC ≥ 35, é uma 
grave condição crônica de saúde que não tem uma causa única. Dentre os efeitos 
nocivos, a obesidade tem sido associada ao maior risco de desenvolver doenças como 
diabetes, hipertensão e câncer, afetando substancialmente a qualidade de vida do 
portador, além de possuírem uma expectativa de vida reduzida.  
Apesar da importância de sabermos quais são os efeitos da obesidade, ainda são 
poucos os estudos que avaliaram esses efeitos sobre medidas genéticas de 
envelhecimento celular. 
O conhecimento dos efeitos da obesidade mórbida sobre a degradação do DNA 
durante o processo de envelhecimento celular pode trazer amplos benefícios em termos 
de saúde pública, no que diz respeito à criação de medidas que objetivem evitar e 
controlar o excessivo aumento de peso da população em geral, visando à prevenção de 
diversas doenças associadas à obesidade.  
Antes de consentir com sua participação, solicitamos que você leia as 
informações contidas neste termo de consentimento. 
 
 
1. QUAL É OBJETIVO PRINCIPAL DO ESTUDO? 
 
O objetivo principal deste estudo é avaliar os efeitos da obesidade mórbida 
durante o processo de envelhecimento em uma população de obesos mórbidos 
submetidos à cirurgia bariátrica, no período transoperatório, e indivíduos saudáveis. 
 
2. COMO O ESTUDO SERÁ REALIZADO E QUAL SERÁ A MINHA PARTICIPAÇÃO NO 
ESTUDO? 
O paciente, ou responsável legal serão convidados a responder perguntas que 
revisam aspectos clínicos, sociais e de saúde, do paciente e de seus familiares. Os 
pacientes serão convidados a responder a dois questionários relacionados à qualidade 
de vida relacionada à saúde e ambiente familiar (Questionário de Qualidade de Vida-SF-
36 e Questionário FACES III).  
Esses questionários serão realizados por um entrevistador. Após o 
preenchimento dos questionários, será solicitada aos pacientes a permissão para a 
coleta de uma amostra de esfregaço de células da bochecha interna da boca (mucosa 
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oral) e coleta de 10 ml de sangue do seu braço (sangue periférico). As coletas serão 
realizadas por uma equipe treinada no período transoperatório. 
 
 
3. QUAIS SÃO OS RISCOS E BENEFÍCIOS DO ESTUDO? 
 Ao participar do nosso estudo você pode auxiliar os pesquisadores a melhorar 
os conhecimentos sobre a obesidade no Brasil, trazendo benefícios para a prevenção e 
cuidados para saúde. Estimamos um desconforto mínimo no momento da punção 
venosa para retirada de sangue ou do esfregaço da bochecha para a obtenção de células 




4. QUEM TERÁ ACESSO ÀS INFORMAÇÕES DESTE ESTUDO? 
Os dados dos questionários e os resultados individuais dos estudos de obesidade 
são confidenciais e não poderão ser utilizadas para outros objetivos que não estejam 
descritos neste termo. Os resultados deste estudo deverão ser publicados, porém a 
identidade dos participantes não será revelada em nenhum momento. As amostras 
biológicas serão armazenadas apenas com seu registro, sem o nome ou iniciais. 
Somente os pesquisadores poderão identificar a origem das amostras. Os Comitês de 
Ética e Pesquisa da PUCRS ou da UFRGS poderão ter acesso aos dados da pesquisa para 
poder assegurar que seus direitos estão sendo protegidos.  
 
 
5. QUAIS SÃO AS COMPENSAÇÕES DA PARTICIPAÇÃO NO ESTUDO? 
Não haverá custos para os participantes do estudo. Você também não receberá 
nenhum pagamento pela participação no trabalho.  
 
6. PODEREI DESISTIR DE PARTICIPAR DO ESTUDO? 
Os participantes podem em qualquer momento cancelar sua participação no 
estudo. Isto não influenciará o andamento do estudo e seus resultados futuramente, 
nem o tratamento oferecido pela equipe responsável.  
 
 
7. A QUEM DEVO ME DIRIGIR PARA MAIORES INFORMAÇÕES SOBRE A 
PESQUISA? 
Se você tiver qualquer dúvida sobre seus direitos como participante do estudo, você 
pode ligar e contatar os responsáveis pelo estudo no telefone (51) 3308 5763 e falar 
com o mestrando Lucas Grun ou a Dra. Florencia Barbé-Tuana. Também pode entrar em 
contato com o Comitê de Ética e Pesquisa da UFRGS (51) 3308 3738 ou PUCRS (51) 3320 
3345, e contatar os coordenadores Profs. Marcelo Lazzaron Lamers e Wania Aparecida 





Favor preencher abaixo se concordar em participar do estudo: 
 
Eu, _____________________________________________, fui informado(a) dos 
objetivos desta pesquisa de forma clara e detalhada. Recebi informações sobre todos 
os procedimentos que serão feitos e os possíveis desconfortos, riscos e benefícios 
associados. Todas as minhas dúvidas foram esclarecidas e sei que poderei solicitar novas 
informações a qualquer momento. Além disso, sei que as informações obtidas durante 





Sua assinatura abaixo demonstra que você recebeu e leu este termo, entendeu todas as 
informações relacionadas ao estudo proposto, esclareceu suas dúvidas e concordou 
com a sua participação em nosso estudo. 
 
  
_______________________________________________________    
Nome do paciente (ou responsável) 
 





_____________________________________     Contatos: (     )___________________ 
Assinatura                                                                    (     )___________________ 
 
